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Objetivo: O objetivo deste estudo foi investigar a sensibilidade de células de leucemia 
mielóide aguda humana K-562, ao composto sintético derivado do ácido gálico - lauril galato 
- bem como os mecanismos de citotoxicidade envolvidos. Métodos: Foi utilizada a linhagem 
de células de leucemia mielóide aguda K562, de origem humana, e o composto sintético 
derivado do ácido gálico - lauril galato. A citotoxicidade do lauril galato foi determinada pelo 
método colorimétrico do MTT. A indução à apoptose foi avaliada por: exposição da 
fosfatidilserina (PS) (ANNEXIN V-FITC®), fragmentação do DNA e estudo citomorfológico. 
A análise do ciclo celular foi realizada por citometria de fluxo, após marcação com iodeto de 
propídeo. A expressão das proteínas reguladoras de apoptose - caspase-3; proteína inibidora 
de apoptose survivina, proteína antiapoptótica Bcl-2 e fator indutor de apoptose (AIF) - foi 
avaliada por imunocitoquímica. Resultados: O efeito citotóxico do lauril galato nas células 
K562 mostrou-se concentração-dependente com uma EC50 de 200 µM (47,7% ± 2%), após 48 
horas. O lauril galato induziu exposição da PS, fragmentação do DNA e alterações 
citomorfológicas (12-24 horas de incubação) nas células K562. A indução à apoptose foi 
acompanhada por: bloqueio do ciclo celular nas fases S e G2M, aumento da expressão de 
caspase-3, diminuição da expressão de survivina, Bcl-2 e aumento da expressão de AIF. 
Conclusão: O lauril galato induz à apoptose células K562 e causa bloqueio do ciclo celular, 
nas fases S e G2M. Isto pode indicar que o mecanismo pelo qual o lauril galato inibe o 
crescimento de células leucêmicas não é somente por apoptose, mas também pela parada do 
ciclo celular. A apoptose está relacionada à inibição das proteínas antiapoptóticas Bcl-2 e 
surivivina, com conseqüente aumento da liberação do AIF e aumento da expressão da 
caspase-3. Estes resultados sugerem que o uso do lauril galato, como uma nova estratégia 
terapêutica no desencadeamento de apoptose em células leucêmicas, pode ter um potencial 
efeito terapêutico. 
 












Objective: The purpose of the present study was to investigate the sensibility of human 
myeloid leukemia cells (K562) to the derivative of gallic acid – laurylgallate as well as the 
cytotoxicity of involved mechanisms. Methods: The leukemic cell line used was K562 
(derived from myelogenous leukemia) and the alkyl ester of gallic acid used for this study was 
laurylgallate. The cell viability was determined by MTT colorimeter method. The induction of 
apoptosis was assessed by the exposition of phosphatidylserine (PS) (ANNEXIN V-FITC®), 
DNA fragmentation assay and characteristic cell morphological features. The analysis of cell 
cycle phase was carried out by flow cytometry after propidium iodide staining. 
Immunocytochemical analysis was performed to evaluate the expression of the proteins 
regulators of apoptosis as: caspase-3; protein inhibitor-of-apoptosis survivin; antiapoptotic 
Bcl-2 protein and apoptosis-inducing factor (AIF). Results: Laurylgallate cytotoxic effect on 
K562 cells was shown to be concentration-dependent with an EC50 of 200 µM (47,7% ± 2%) 
after 48 hours. Laurylgallate induced exposition of PS, fragmentation of DNA and cell 
morphological changes (12-24 h of incubation) on K562 cells. Apoptosis induction was 
accompanied by both the arrest at the S and G2M phase of cell cycle; as well as an increase of 
the caspase-3 expression; a decrease of the survivin expression and Bcl-2; and an increase of 
the AIF expression.  
Conclusion: Laurylgallate induces apoptosis on K562 cells and decreases the percentage of 
cells in S-G2M phases of cell cycle. These findings suggested that the mechanism in which 
laurylgallate inhibits the growth of tumor cells takes place not only by apoptosis, but also by 
cell cycle alterations. Therefore, apoptosis is associated with the inhibition of the 
antiapoptotic Bcl-2 proteins and survivin, consequently increasing AIF release and increase of 
the expression of the caspase-3. These results suggest that there is a potential use of 
laurylgallate as a new therapeutic strategy in the downstream of apoptosis in tumor cells. 
 











1.1 Câncer  
 
Câncer é um grupo de doenças caracterizado pelo crescimento descontrolado de 
células anormais e pela capacidade de invasão de estruturas orgânicas, podendo resultar em 
morte se sua proliferação não for controlada1. É um termo usado para descrever mais de 100 
doenças diferentes, incluindo tumores malignos, tais como: câncer de mama, cervical, 
próstata, estômago, cólon, pulmão, leucemias, sarcomas, linfomas de Hodgkin e não-
Hodgkin. A doença se origina, principalmente, como conseqüência da exposição individual a 
agentes carcinogênicos. O uso de tabaco, padrões de dieta e de atividade física – tanto quanto 
as condições ocupacionais e ambientais – além de fatores genéticos, desempenham um 
importante papel no desenvolvimento do câncer2. 
O câncer resulta de um longo processo de pelo menos três fases: iniciação, 
promoção e progressão, as quais refletem alterações genéticas acumuladas, responsáveis pela 
transformação de células normais em células neoplásicas. Os mecanismos de transformação 
neoplásica de uma célula normal envolvem uma série de eventos genéticos e moleculares que 
afetam a proliferação e a diferenciação. Na patogênese dos processos neoplásicos estão 
envolvidos dois grupos de genes: os proto-oncogenes, que estimulam o crescimento celular e 
impedem a diferenciação, e os genes supressores de tumor, que promovem a diferenciação e 
limitam a proliferação das células. O desequilíbrio na regulação desse sistema, por meio da 
ativação de proto-oncogenes ou perda da função de genes supressores de tumor, pode levar à 
proliferação descontrolada de células e ao acúmulo de sucessivas anormalidades genéticas, 
características das células neoplásicas 3,4,5,6. 
Segundo dados da Organização Mundial de Saúde, atualmente, mais de 11 milhões 
de pessoas recebem diagnóstico de câncer, a cada ano. O câncer é responsável por 7,1 milhões 
de mortes anualmente (12,5% do total global). No Brasil, é a segunda maior causa de morte, 
sendo ultrapassada somente por doenças cardíacas, e responsável por 12% do total de óbitos 
registrados, podendo ser considerado um problema de saúde pública7. Segundo o Ministério 
da Saúde, estimava-se a ocorrência de 472.050 casos de câncer em 20068. Dentre os casos de 
câncer diagnosticados, as leucemias encontram-se entre os sete tipos mais freqüentes, sendo 
superadas pelos cânceres de pulmão, próstata (sexo masculino), mama (sexo feminino), cólon, 




Leucemias são proliferações neoplásicas de células imaturas do sistema 
hematopoiético, caracterizadas pela parada ou diferenciação celular anormal. O clone 
leucêmico pode surgir em diferentes fases da diferenciação de precursores linfóides ou 
mielóides, o que a caracteriza como uma doença heterogênea, sob o aspecto biológico e 
morfológico9.  
De modo geral, as leucemias são classificadas em agudas, as quais, se não tratadas, 
levam à morte em semanas ou meses, e crônicas, que, sem tratamento, conduzem à morte em 
meses ou anos. As leucemias agudas caracterizam-se pela proliferação clonal de células 
progenitoras primitivas hematopoiéticas imaturas. As leucemias crônicas caracterizam-se por 
um elevado número de células em proliferação, as quais mantêm a capacidade de se 
diferenciarem em células maduras. Dentro de cada grupo, ainda são subdivididas em 
mielóides e linfóides4.  
A Leucemia Mielóide Aguda é o tipo de leucemia aguda mais comum em adultos. 
A Sociedade Americana de Câncer estimou para o ano de 2007, nos Estados Unidos, o 
surgimento de 11.960 novos casos desta doença, com 9.000 mortes10. No Brasil, segundo o 
Instituto Nacional do Câncer (INCA), as estimativas de incidência  de leucemia, para 2006, 
eram de 5,82 e 4,45 casos para 100.000 homens e mulheres, respectivamente.  Para o Estado 
de Santa Catarina, era de 7,35 casos para 100.000 homens e 5,27 casos para 100.000 
mulheres8.   
 
1.2.1 Leucemia Mielóide Aguda 
 
A Leucemia Mielóide Aguda (LMA) é uma doença maligna clonal do tecido 
hematopoiético, caracterizada pelo acúmulo de células blásticas anormais e pela diminuição 
da produção de células sanguíneas normais. Na LMA, a proliferação anormal de células 
progenitoras da linhagem mielóide ocorre na medula óssea, atingindo o sangue periférico. No 
entanto, pode infiltrar-se em outros órgãos. O mecanismo responsável pela perda do controle 
da proliferação celular e expansão do clone leucêmico, todavia, não está esclarecido. 
Entretanto, a ativação de proto-oncogenes e mutações em genes supressores, que regulam o 
ciclo celular, parecem estar envolvidas na patogênese das leucemias 11,12. 
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O fato de a leucemia ser uma doença genética faz com que a identificação das 
alterações nas células blásticas seja imprescindível para a escolha do tratamento mais 
adequado. Neste sentido, houve a necessidade de agrupar casos biologicamente semelhantes, 
para uma melhor compreensão do processo de transformação leucêmica, prognóstico, e 
conduta terapêutica. Assim, após dois anos de reuniões, um grupo de hematologistas da 
França, dos Estados Unidos e da Grã-Bretanha, trabalhando em colaboração, propôs, em 
1976, a primeira classificação para leucemias agudas, a Classificação Franco-Americana-
Britânica (FAB). Nesta classificação, as leucemias mielóides agudas (LMA) foram divididas 
em nove subtipos13. Com o avanço tecnológico, além da morfologia, da citoquímica e da 
citogenética, os blastos leucêmicos também foram identificados por imunofenotipagem, e, 
dessa forma, as anormalidades cromossômicas foram detectadas de maneira mais precisa, o 
que permitiu subclassificações dentro da classificação FAB. Assim, em 1988 a classificação 
FAB foi revista e formulou-se a classificação MIC (morfológica, imunológica e 
citogenética)4. Estas variações permitem a identificação de subgrupos de pacientes com 
características clínicas distintas. Vários estudos têm mostrado a importância da citogenética e 
da imunofenotipagem na identificação de subgrupos de pacientes com características clínicas 
distintas, que orientam o tratamento e a monitoração da resposta terapêutica14,15,16,17. 
Recentemente, a Organização Mundial de Saúde (OMS), em conjunto com a Sociedade de 
Hematologia Americana e a Associação Européia de Hematologia, publicou uma nova 
classificação para neoplasias do sistema hematopoiético e linfóide. Nesta classificação, foram 
criadas quatro subcategorias para a LMA, como segue: LMA associada a anormalidades 
genéticas recorrentes; LMA com displasia de múltiplas linhagens; LMA/SMD associada a 
tratamento; LMA não categorizada nos itens anteriores. Nesta categoria, segundo os critérios 
citogenéticos, a LMA pode ser classificada, de acordo com o cariótipo, em favorável, 
intermediário e desfavorável18. Entretanto, apesar de apresentarem diferentes 
subclassificações e prognósticos, com exceção da leucemia promielocítica, as LMAs são 









1.2.2 Tratamento da Leucemia Mielóide Aguda 
 
Várias formas de terapia vêm sendo utilizadas no combate às leucemias, como 
radioterapia, quimioterapia, imunoterapia e transplante de medula óssea. A terapia sistêmica 
com drogas citotóxicas (quimioterapia) é o método mais efetivo de tratamento para leucemias 
(segundo a American Cancer Society)1. Vários medicamentos anticâncer são utilizados de 
forma combinada - ou como agentes isolados. Antibióticos e transfusões de componentes 
sanguíneos são usados como suporte de tratamento e, em condições apropriadas, o transplante 
de medula óssea também pode ser utilizado1,20.  
Segundo o protocolo BCSH (British Committee for Standards in Haematology)21, 
o tratamento da Leucemia Mielóide Aguda é dividido em duas fases: fase de indução, a qual 
visa a eliminação das células leucêmicas, e fase de consolidação, importante para evitar 
recaída em semanas ou meses. De acordo com diversos grupos de estudos, vários 
quimioterápicos, como a citarabina, a mitoxantrona e a daunorrubicina, são recomendados no 
tratamento da LMA, porém com algumas variações nas doses administradas22,25.  
O mecanismo de ação desses quimioterápicos envolve, de modo geral, a inibição 
da síntese do DNA. A citarabina (citosina arabinosídio; AraC) é o mais importante agente 
antimetabólico usado na terapia da Leucemia Mielóide Aguda, e é considerado o agente 
isolado mais eficaz para indução de remissão nesta doença26. A inibição da síntese de DNA 
resulta do bloqueio do alongamento da cadeia de DNA, quando a AraC é incorporada na 
posição terminal de uma cadeia de DNA em crescimento27. A Mitoxantrona, uma 
antracenodiona, exerce sua ação anitumoral estimulando a formação de quebras dos 
filamentos de DNA, a qual é mediada pela topoisomerase II, e também se intercala no DNA. 
A mitoxantrona produz mielossupressão aguda e mucosite como suas principais ações 
tóxicas28. A Daunorrubicina, um antibiótico antracíclico, está entre os mais importantes 
agentes antitumorais e tem sido usada principalmente nas leucemias agudas. Seu valor clínico 
é limitado por causar miocardiopatia relacionada à dose total do fármaco. Este composto 
também se intercala no DNA. Muitas funções do DNA são afetadas, incluindo a síntese de 
DNA e RNA. A cisão do DNA é considerada como sendo mediada pela ação da 
topoisomerase II29 ou pela geração de radicais livres30. A Daunorrubicina também pode 
interagir com membranas celulares e alterar as suas funções. Isto pode ter um papel 
importante tanto nas ações tumorais quanto na toxicidade cardíaca31. 
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O tratamento da LMA é agressivo para chegar à remissão completa, pois a remissão 
parcial não oferece benefícios na sobrevida. Aproximadamente 60% a 70% dos pacientes com 
LMA podem atingir o estado de remissão completa seguindo a terapia de indução. 
Aproximadamente 25% dos pacientes que chegam à remissão completa podem ter uma 
expectativa de vida de três anos ou mais10. Apesar da elevada taxa de remissão completa, após 
a indução, muitos pacientes recidivam. Por isso, em todos os casos é indicado o tratamento 
pós-remissão com intenção curativa32,33. O sucesso da quimioterapia está relacionado com a 
natureza biológica da doença e com a idade do paciente. Os melhores resultados são 
observados nos indivíduos mais jovens, pois resistem melhor ao tratamento antileucêmico. 
Sendo assim, a quimioterapia intensiva em pacientes com idade superior a 60 anos nem 
sempre está indicada34. 
A morbidade associada aos quimioterápicos constitui um obstáculo significativo nos 
tratamentos antileucêmicos. Nas duas últimas décadas, a meta dos pesquisadores e 
oncologistas tem sido a descoberta de fármacos antineoplásicos, que tenham maior eficiência 
em induzir à morte células tumorais, e com poucos ou insignificantes efeitos adversos35. 
 
1.3 Apoptose e Terapia Anticâncer 
 
Por muitos anos, o efeito de fármacos anticâncer nas células tumorais foi atribuído à 
sua ação inibitória na proliferação das células neoplásicas. A interação do fármaco com o alvo 
terapêutico levaria a um dano irreparável e a conseqüente interrupção das funções metabólicas 
vitais causando a morte das células tumorais. Apesar de sugestivas ligações entre 
carcinogênese e resposta à quimioterapia, o processo de apoptose não foi alvo de estudos até o 
início dos anos 9036. Com a identificação de oncogenes e genes supressores de tumor 
envolvidos neste processo, os quais forneceram a ligação molecular que faltava, o interesse 
por apoptose e o número de publicações nessa área aumentou consideravelmente37. 
Entretanto, somente há poucos anos tornou-se claro que os fármacos anticâncer são capazes 
de induzir à apoptose, e que este processo está envolvido com seus efeitos citotóxicos. Além 
disso, a indução à apoptose foi identificada como um evento comum de diferentes classes de 
agentes anticâncer, o que converge para o desencadeamento de mecanismos similares, sendo 
que a interrupção destes mecanismos pode levar à resistência a múltiplas drogas38,39,40,41,42,43. 
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A ação dos compostos antileucêmicos, de maneira geral, está baseada na inibição da 
proliferação, na indução à apoptose e na diferenciação das células leucêmicas, o que 
invariavelmente evolui para apoptose44,45.  
A importância do fenômeno de apoptose na oncologia clínica foi impulsionada pela 
atribuição do sucesso ou da falência dos tratamentos quimio e/ou radioterápico à capacidade 
das células tumorais de entrarem em processo de morte celular programada, em resposta ao 
dano causado por estes agentes físicos ou químicos.  
A apoptose, uma forma de morte celular descrita primeiramente por Kerr, Wyllie e 
Currie, em 1972, está envolvida na homeostase dos tecidos e na tumorigênese. Apoptose é um 
processo de morte celular altamente regulado, fundamental para o controle da fisiologia 
celular e dos tecidos, em resposta a estímulos internos e externos, os quais levam à morte 
celular em poucas horas. Este processo tem importantes implicações no entendimento do 
câncer e no seu tratamento46. É caracterizada morfologicamente pela condensação da 
cromatina, perda do volume e aumento da granulosidade celular, manutenção da estrutura das 
organelas, formação de pregas na membrana plasmática e, conseqüente, fragmentação celular 
em corpos apoptóticos e, bioquimicamente, pela fragmentação do DNA em fragmentos 
oligonucleossomais47. Os corpos apoptóticos são fagocitados pelos macrófagos teciduais e 
digeridos sem ocasionar qualquer reação inflamatória. Recentemente foi demonstrado que a 
fagocitose de células apoptóticas inibe a secreção de moléculas pró-inflamatórias pelos 
macrófagos48. Por outro lado, na necrose, o aumento do volume intracelular, a cariólise e a 
lise da célula, com conseqüente extravasamento do conteúdo citoplasmático, ocasiona uma 
reação inflamatória local49,50,51,52.  
A homeostase de células normais em vários organismos é o resultado de um equilíbrio 
entre proliferação, diferenciação e morte celular programada (apoptose). Ao contrário, as 
neoplasias têm sido caracterizadas pelo aumento excessivo de células tumorais, devido a 
falhas entre um ou mais dos três componentes referidos acima53. A desordem de ambos os 
processos de apoptose ou divisão celular representa um importante papel na tumorigênese. Os 
mecanismos que regulam a apoptose são complexos e consistem na ativação de numerosas 
sinalizações e de componentes inibitórios, que compõem vários sistemas paralelos ou inter-
relacionados, os quais culminam na autodestruição celular. Quando esses mecanismos são 
alterados, em favor da sobrevivência das células, eles contribuem para o desenvolvimento e 




1.3.1 Mecanismos Reguladores de Apoptose 
 
A apoptose é regulada por uma série de eventos bioquímicos que levam à morte 
celular. Uma característica comum das células em processo de apoptose é a ativação de 
membros de uma família de cisteíno-aspartato proteases, denominada Caspase (Cytosolic 
Aspartate-Specific Proteases).  
As caspases constituem uma grande família de proteínas homólogas entre si, com 
atividade enzimática, contando até o presente com 14 membros bem caracterizados. A 
inibição da atividade das caspases, tanto por mutação quanto por ação farmacológica, pode 
impedir ou retardar a morte celular por apoptose. O mecanismo de ação das caspases é a 
clivagem de proteínas em um ou mais sítios, resultando na inativação funcional do substrato 
ou, alternativamente, a sua ativação55. 
As caspases são sintetizadas como zimógenos inativos que se tornam ativos após a 
remoção de um pró-domínio terminal56,57,58 e se dividem basicamente em dois grupos. As 
caspases executoras, que são responsáveis pelo processo, têm como principal membro a 
caspase-3 que, entre outras funções, cliva a subunidade inibitória do DFF (DNA 
fragmentation factor), também chamada iCAD, libera a subunidade ativa desta molécula CAD 
(caspase-activated DNAse), cuja função é migrar para o núcleo e fragmentar o DNA, gerando 
os fragmentos oligonucleossomais característicos da apoptose59. Outros substratos 
importantes incluem proteínas do citoesqueleto, tais como: fodrina, gelsolina, plectina e 
citoqueratina, cuja proteólise pelas caspases pode contribuir para o aparecimento das 
modificações na estrutura morfológica das células em apoptose. Além da caspase-3, as 
caspases-6 e -7 também são consideradas caspases executoras60. O outro grupo é formado 
pelas caspases iniciadoras, do qual fazem parte as caspases-8, -10 e -9 e, possivelmente, a 
caspase-2, cujo papel principal é ativar as caspases executoras61. As caspases ativadas 
catalisam a clivagem de outras caspases que, por sua vez, ativam diversas proteases e 
endonucleases celulares promotoras de apoptose62,63. 
 
1.3.1.1 Mecanismo Intrínseco - Apoptose Mediada pela Mitocôndria 
 
 O processo de apoptose pode ter início por uma via intrínseca, a qual é iniciada pelo 
aparecimento de “sinais de estresse” provenientes do interior da própria célula. Radiação 
ultravioleta, agentes quimioterápicos, choque térmi
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quantidade de nutrientes, níveis aumentados de espécies reativas de oxigênio e concentrações 
elevadas de corticosteróides são alguns dos mecanismos que podem gerar estes sinais de 
estresse, cuja natureza bioquímica permanece em grande parte obscura.  
Esta via é mediada pela liberação do citocromo c pela mitocôndria, como mostra o 
Esquema 1. Uma série de eventos bioquímicos leva à permeabilização da membrana 
mitocondrial externa, o que resulta na liberação do citocromo c, além de outras proteínas pró-
apoptóticas, como o SMAC/Diablo (Second Mitochondria-derived Activator of 
Caspases/Direct IAP-Binding protein with a Low isoeletric point), e o fator indutor de 
apoptose AIF (Apoptosis-Inducing Factor)64,65. O AIF é uma flavoproteína com potente, mas 
relativamente controvertida, atividade apoptótica. Esta molécula migra da mitocôndria para o 
núcleo da célula em condições de apoptose e induz à condensação de cromatina e 
fragmentação de DNA, independentemente da ativação de caspases66. Após a liberação do 
citocromo c, entretanto, o processo de ativação da caspase, em forma de cascata, é 
irreversível67,68. A formação de um complexo protéico contendo citocromo c, fator ativador de 
protease apoptótica APAF 1 (Apoptotic Protease Activating Factor 1) e caspase-9, ativada por 










                            
                  Esquema 1: Sinalização intracelular da apoptose. 
                      Bax, Bid, Bik, Bim, Ead, proteínas da família Bcl-2 apoptótica; Bcl-2, Bcl-XL,  
                      proteínas da família Bcl-2 antiapoptótica; Citocromo c, APAF-1, fator  
                      ativador de caspase, Survivina e AIF.  
           
 
1.3.1.2 Mecanismo Extrínseco - Apoptose Ligada a Receptores 
 
 A apoptose pode ter início por uma via extrínseca, a qual começa com a ligação de 
moléculas sinalizadoras e seus receptores, denominados Receptores de Morte - DR (Death 
Receptors), cuja família é composta pelas moléculas Fas (CD95), TNFR1, DR3, DR4, DR5 e 
DR6. Tais moléculas sinalizadoras possuem receptores cognatos localizados na superfície 
celular, entre os quais: (1) ligante Fas (FasL) ao receptor Fas (CD95)70,71; (2) ligante fator de 
necrose tumoral alfa (TNF-α) ao receptor 1 do fator de necrose tumoral (TNFR1)72,73; (3) 
ligantes indutores de apoptose relacionados ao TNF (TRAIL/APO 2-L) aos receptores 
TRAIL/R dos tipos 1 e 263,74; (4) ligante APO 3-L ao receptor DR375. Após a ligação das 
moléculas proteicas sinalizadoras aos seus respectivos receptores, ocorre o recrutamento de 
proteínas adaptadoras, relacionadas ao domínio de morte associado ao Fas (FADD Fas-
associated death domain)76,77,78, e proteínas adaptadoras, relacionadas ao domínio de morte 
associado ao receptor TNF (TRADD TNF receptor associated death domain)79,80, para formar 
complexos sinalizadores de indução de morte (DISC death-induced signalling complex)81,82,83. 
Com a formação do complexo DISC, dá-se início a ativação seqüencial das caspases, o qual, 
quando se liga a caspase-8 e ou -10, forma o apoptosoma iniciador. Assim, as caspases 
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iniciadoras serão ativadas e, por sua vez, poderão acionar diretamente as caspases executoras 
ou gerar sinais que irão acoplar-se à via intrínseca, atingindo bioquimicamente o conjunto de 






        Esquema 2: Representação da apoptose e seus principais mediadores (Adaptado de: 













1.3.2 Fatores Reguladores de Apoptose 
 
A demonstração de que muitos agentes antineoplásicos induzem à apoptose, sugere a 
possibilidade de que fatores que afetam a ativação e a atividade da caspase devam ser 
importantes determinantes na sensibilidade de drogas anticâncer. 
A formação do apoptosoma iniciador pode ser bloqueada por um competidor da 
ligação entre as caspases iniciadoras e as moléculas adaptadoras. Este competidor, 
denominado FLIP (Fas-associated-like inhibitory protein), apresenta uma alta homologia 
estrutural com as próprias caspases. Porém, apresenta o sítio catalítico inativo. Sua presença, 
portanto, contribui para o bloqueio da sinalização pelos receptores de morte85. 
 Na mitocôndria, somente a etapa de permeabilização da membrana mitocondrial é 
regulada, onde membros de uma família de proteínas anti-apoptóticas Bcl-2 podem parar o 
processo que leva à morte por apoptose86. Nesta família existem membros pró-apoptóticos, 
tais como: Bax, Bak, Bok, Diva, Bcl-xS, Bik, Bim, Hrk, Nip3, Nix,  Bad e Bid; e membros 
inibidores da apoptose, como: Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1, Nr13 e A1/Bfl-187,88, os quais 
exercem uma regulação mútua52. O predomínio das moléculas pró-apoptóticas pode ocorrer 
por diversos mecanismos, entre eles o aumento na quantidade relativa destes membros e 
alterações na localização subcelular e na fosforilação de sítios específicos destas moléculas89. 
 Em condições normais, o equilíbrio entre as duas classes de proteínas influencia no 
resultado final, no qual a célula é induzida à apoptose ou não. Entretanto, o desequilíbrio entre 
Bcl-2 e Bax leva à resistência ou à sensibilização por estímulos de morte, tais como drogas 
quimioterápicas. No câncer, o desequilíbrio é em favor da inibição, como pode ser observado 
no clássico exemplo dos linfomas, em que a translocação t(14:18) resulta na superexpressão 
de Bcl-2 (do inglês B-cell lymphoma), com conseqüente inibição da apoptose. O gene Bcl-2 
foi o primeiro proto-oncogene cujo mecanismo de ação, ao contrário dos classicamente 
descritos, não promove a proliferação celular, mas age suprimindo a morte celular por 
apoptose90.  
O mecanismo de ação da proteína Bcl-2 ainda não está totalmente esclarecido, mas há 
evidências experimentais indicando que ela age na mitocôndria. Estas são reforçadas pelas 
evidências da localização mitocondrial da proteína Bcl-2, a qual leva a hipótese de seu 
funcionamento como um canal iônico, como modulador da atividade de caspases ou como 
inibidor da liberação de citocromo c, pelas mitocôndrias91. Entretanto, a superexpressão de 
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Bcl-2 tem emergido como um fator de mau prognóstico nos pacientes com leucemia 
aguda92,93. 
Por outro lado, alterações na proteína Bax mudam as respostas clínicas à 
quimioterapia e à radioterapia, pois os danos causados por esses agentes não são capazes de 
induzir resposta ao estresse causado na presença de Bax mutado54. A proteína Bcl-xL, que 
também exerce uma atividade antiapoptótica, é induzida em casos de translocações t(9;22) 
que geram o oncogene bcr/abl. O produto BCR/ABL é caracteristicamente expresso na 
leucemia mielóide crônica, cujas células exibem uma aumentada resistência à apoptose91.  
 Ao contrário dessas proteínas, membros de uma família de proteínas inibidoras de 
apoptose - IAP (Inibitors of Apoptosis Proteins), atuam como moléculas anti-apoptóticas, a 
partir da inibição da ativação proteolítica da caspase-3 e –794,95,96,97,98. Cinco diferentes 
membros da família das IAPs já foram descritos: NAIP, XIAP, c-IAP-1, c-IAP-2 e 
survivina96,97,99,100. Alguns membros da família de proteínas IAP são expressos em certos 
cânceres humanos e, portanto, a remoção de seus efeitos inibitórios parece ser potencialmente 
útil na sensibilização das células neoplásicas para o efeito dos agentes anticâncer101. O 
membro, mais recentemente identificado, da família de proteínas IAP, que influencia o 
equilíbrio entre morte/viabilidade celular, denominado de survivina, foi descrito por 
Ambrosini et al (1997)99. Essa proteína está presente durante o desenvolvimento embrionário 
e fetal102. No entanto, não foi detectada em tecidos adultos normais. Além disso, foi 
observado que há superexpressão dessa proteína em vários cânceres humanos, in 
vivo99,104,105,106,107. Recentes estudos demonstraram que a survivina suprime a apoptose 
induzida por Fas, Bax, caspases e drogas anticâncer103.  
 Outros estudos apontam que a expressão de survivina é dependente do ciclo celular. 
Durante a proliferação celular, a survivina é expressa em altos níveis na fase G2M e está 
rapidamente diminuída após a parada do ciclo celular88. A regulação do ciclo celular é 
realizada através de uma cascata de reações de fosforilação, desfosforilação, síntese e 
degradação de proteínas-chave. Essas proteínas são responsáveis pela regulação de um 
complexo sistema que controla a proliferação, o repouso, a diferenciação e a morte celular. 
Além disso, altos níveis de expressão de survivina têm sido ligados ao mau prognóstico e a 
diminuição da sobrevida em vários tipos de câncer humano104,105,106,107. 
Há evidências na literatura de que grande parte dos quimioterápicos utilizados na 
clínica induzem morte celular por apoptose ou alteram processos intracelulares, que 
convergem a ela. O entendimento da sinalização intracelular que induz à apoptose é 
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importante para o conhecimento dos possíveis alvos na intervenção terapêutica, e para o 
esclarecimento dos mecanismos de resistência a drogas108,109. 
 
1.3.3 Alterações Celulares e Identificação de Células em Apoptose 
 
As células em processo de apoptose apresentam modificações em sua morfologia, as 
quais ocorrem de maneira coordenada no núcleo, no citoplasma e na membrana 
citoplasmática, como mostra o Esquema 3.  Após o estímulo indutor, o tempo necessário para 
desencadear o processo é invariável, bem como o tempo decorrido entre o início e o término. 
De modo geral o processo é bastante rápido91. Inicialmente, as células perdem o contato com 
as células vizinhas e se arredondam, e o volume celular se reduz, essencialmente por perda de 
água e íons49. As outras organelas citoplasmáticas mantêm intacta a sua morfologia. No 
núcleo, ocorre condensação da cromatina formando grumos junto à membrana nuclear e, 
seqüencialmente, a membrana celular passa a formar protuberâncias (blebs), que aumentam 









              
         Esquema 3: Alterações celulares na apoptose/necrose.  
 
Além das alterações morfológicas, a quebra do DNA é outra característica deste tipo 
de morte celular. A ativação de uma endonuclease, que quebra o DNA nos nucleossomas, dá 
origem a um padrão de fragmentação característico que, quando separado em gel de agarose, 
produz um padrão de quebra internucleossomal repetitivo, presente na grande maioria das 
células em apoptose. Ao contrário, no processo de necrose o DNA é quebrado em sítios 
inespecíficos, e sua fragmentação não gera qualquer padrão repetitivo113. 
A mudança nas células apoptóticas, responsável pelo seu reconhecimento mais 
precoce, é a translocação de resíduos de fosfatidilserina à face externa da membrana 
plasmática, que fisiologicamente se encontram na face interna da bicamada lipídica das 
células114,115,116. Assim, o diagnóstico da morte por apoptose é feito pelo tipo de alteração 
estrutural que uma célula sofre, pelo padrão de quebra de seu DNA e pela evidenciação das 
caspases envolvidas. 
Dados recentes da literatura demonstram que a fagocitose de células apoptóticas inibe 
a secreção de moléculas pró-inflamatórias pelos macrófagos48. O fato de as células 
apoptóticas serem rapidamente fagocitadas e digeridas explica a dificuldade do seu 
reconhecimento in vivo, enquanto que em culturas in vitro, de células isoladas, este fenômeno 
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é mais facilmente perceptível. O avanço nesta área fez com que surgisse um grande número 
de técnicas específicas para o diagnóstico in situ de apoptose110. 
 Assim, através de estudos da morfologia e da imunocitoquímica de biópsias de 
tumores humanos, bem como em modelos animais e em cultura de células, vêm surgindo 
evidências de que a progressiva resistência à apoptose é uma das características marcantes da 
grande maioria dos cânceres113.  
 
1.4 Derivados do Ácido Gálico 
 
Os flavonóides são compostos fenólicos constituintes da parte não energética da dieta 
humana. São encontrados em vegetais, sementes, frutas e bebidas, como o vinho e a cerveja. 
Já foram identificados mais de 5.000 flavonóides diferentes117. Em princípio, foram 
consideradas substâncias sem ação benéfica para a saúde humana. Porém, mais tarde, foram 
demonstrados vários efeitos positivos, devido à sua ação antioxidante e eliminadora de 
radicais livres118,119. Ainda, diversos estudos indicam que alguns flavonóides possuem ações 
pró-oxidantes, as quais são produzidas somente em altas doses, constatando-se, na maioria das 
investigações, a existência de efeitos antiinflamatórios, antivirais e seu papel protetor em 
enfermidades cardiovasculares, câncer e diversas patologias120,121. 
Um interesse especial por estes compostos deve-se ao fato de serem comumente  
usados como antioxidantes, na forma de aditivos alimentares, codificados pela Comunidade 
Européia como E-310 (propil galato), E-311 (octil galato) e E-312 (lauril galato)122. 
Recentemente, vários ácidos fenólicos, como o ácido cafeico e derivados do ácido 
gálico, têm sido alvo de estudos, por sua propriedade antioxidante e sua implicação na 
prevenção de doenças como o câncer123,124, e desordens inflamatórias125. Estes tipos de 
compostos têm apresentado algumas atividades biológicas relevantes, como: antibacteriana, 
antiviral e propriedades antiproliferativa e citotóxica, em várias células tumorais126,127,128,129.  
Os efeitos antiproliferativos, por meio de apoptose, induzidos por agentes fenólicos 
em várias células de linhagens de câncer, têm sido explicados por sua ação na 
topoisomerase130, inibição da fosfatidilinositol-3-kinase129 ou na parada do ciclo celular131. 
Estudos bioquímicos, realizados com derivados do ácido gálico, demonstraram que a geração 
de espécies reativas de oxigênio (ROS) e Ca2+ intracelular têm um importante papel no início 
da via de sinalização de apoptose, induzida pelo ácido gálico125,132. Kazuto et al (2001) 
sugerem diferentes vias de sinalização de apoptose entre os derivados do ácido gálico, 
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demonstrando, em seus estudos, que a ativação da caspase-3, seguida da elevação intracelular 
de Ca2+, pela ação de alguns derivados do ácido gálico (3,4-methylenodioxyphenyl 3,4,5-
trihydroxibenzoate e S-(3,4-methylenodioxiphenyl)3,4,5-trihydroxithiobenzoate), independe 
das espécies reativas de oxigênio133. Também foi demonstrado que a toxicidade associada a 
alguns compostos fenólicos é mediada por sua atividade oxidativa134, a qual pode acelerar o 
dano oxidativo in vitro no DNA, nas proteínas e carboidratos135. Entretanto, uma outra 
possibilidade, insuficientemente investigada, associa o mecanismo de citotoxicidade do fenol 
com suas propriedades pró-oxidantes136.  Dependendo da estrutura, dose, marcador molecular 
e meio ambiente, os fenóis podem estimular ou inibir o processo de dano oxidativo137. 
Certamente, acredita-se que os fenóis podem se comportar como ambos, antioxidantes ou pró-
oxidantes136,138, e que seu potencial inibitório no crescimento e proliferação de certas células 
malignas in vitro  está fortemente relacionado com suas características estruturais136,139,140.   
 
1.4.1 Dodecil Galato (Lauril Galato) 
  
O ácido gálico, frequentemente encontrado como um componente de taninos 
hidrolisáveis em plantas, consiste em uma estrutura fenólica trihidroxilada141. Pode ser obtido 
através da hidrólise ácida de taninos hidrolisáveis141,142 e seus derivados sintetizados 
quimicamente143,144. O termo “galato” geralmente se refere aos ésteres do ácido gálico, propil, 
octil e dodecil. O dodecil galato, de nome químico n-dodecil (ou lauril) éster ou 3,4,5-ácido 
trihidroxibenzóico e fórmula estrutural (Esquema 4), e empírica C19H30O5, é também 











                            Esquema 4: Fórmula estrutural do lauril galato. 
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Alterações químicas na molécula do ácido gálico podem modificar as suas 
propriedades farmacocinéticas e farmacodinâmicas, pois alteram a solubilidade, o coeficiente 
de partição e o grau de ionização. Conseqüentemente, estas alterações afetam o efeito 
biológico, modificando sua afinidade por alvos celulares e a difusão através das membranas 
lipídicas145. 
Estudos recentes têm demonstrado que o ácido gálico e seus alquil ésteres (metil, propil, octil 
e lauril) induzem à apoptose diferentes linhagens celulares, e que os membros mais 
hidrofóbicos (octil e lauril galato) exibem um potencial próapoptótico, entre 50 e 250 vezes 
maior que o próprio ácido gálico, para as diferentes linhagens de células tumorais146. Gomes 
et al (2003) observaram que derivados do ácido gálico apresentam efeito citotóxico e 
antiproliferativo distinto entre diferentes linhagens de células tumorais e leucemia 
linfoblástica, e que esse efeito está relacionado com a estrutura-atividade de seus derivados147. 
Entretanto, Savi et al (2005) demonstraram que há correlação direta entre o aumento da cadeia 
alifática lateral na molécula do ácido gálico, aumento de lipofilicidade e atividade anti-
herpética148. Kouichi et al (2000) demonstraram que os derivados do ácido gálico com grupo 
lipofílico (farnesil galato hidrogenado, lauril galato, laurilamide e colesteril galato) 
apresentam habilidade para induzir à apoptose células de leucemia monoblástica humana 
U937. Seus resultados sugerem que os derivados lipídicos podem aumentar a atividade 
indutora de apoptose do ácido gálico, dependendo da sua estrutura149. 
Também foi demonstrada uma seletividade para células de crescimento rápido, o que indica a 
possibilidade de seu estudo como um potente agente antitumoral146. 
O primeiro caso de leucemia foi descrito há mais de 100 anos e, apesar das inovações 
tecnológicas, ainda não se tem uma solução definitiva para a sua cura. A morbidade associada 
aos quimioterápicos, relacionada com a alta toxicidade para as células normais, constitui um 
obstáculo significativo nos tratamentos antileucêmicos. Nas duas últimas décadas, a meta dos 
pesquisadores e oncologistas tem sido a descoberta de fármacos antineoplásicos, que tenham 
maior eficiência em induzir à morte as células tumorais, e com poucos ou insignificantes 
efeitos colaterais35.  
Por isso, o interesse em novos alvos terapêuticos, a partir de produtos naturais, cresceu 
exponencialmente nos últimos anos.  
 Em geral, os fármacos antitumorais foram descobertos através de triagens de 
substâncias químicas, sintetizadas a partir de produtos naturais e avaliadas em modelos 
experimentais em animais ou in vitro, com cultura de células tumorais, principalmente células 
leucêmicas murinas. A indústria farmacêutica, motivada em parte pela descoberta de 
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quimioterápicos eficazes como vimblastina (Velbana®), vincristina (Oncovina®), 
podofilotoxina e os análogos etoposídeo (VP-16-213; Vepesidea®) e teniposídeo (VM-26; 
Vumona®), camptotecina e taxol (plaxitaxel; Taxola®), reativou o interesse pelos 
medicamentos de origem vegetal, principalmente pela busca de substâncias com estruturas 
moleculares complexas, praticamente impossíveis de serem obtidas por um processo sintético 
de custo racional150. 
O desenvolvimento de fármacos, a partir de produtos naturais, incorporou profundas 
transformações no decorrer das últimas décadas. Com o avanço da biologia molecular, 
inúmeros processos biológicos foram identificados, fornecendo, assim, diversos novos alvos 
micro e macromoleculares passíveis de intervenção terapêutica.  
Vários compostos quimioterápicos têm sido estudados por induzir à apoptose, 
revelando ser este um mecanismo primário de sua atividade anticâncer44,45. A apoptose é 
geralmente desencadeada por agentes químicos e físicos151, como oxidantes. Enquanto que 
compostos antioxidantes são responsáveis pela proteção celular152,153. No entanto, o ácido 
gálico, com propriedades antioxidantes conhecidas, tem sido apontado por induzir apoptose 
em diferentes células de linhagem humana154,155. Estudos mais recentes têm demonstrado que 
ésteres do ácido gálico são mais eficazes, como o lauril galato que é entre 50 e 250 vezes mais 
efetivo que o ácido gálico, na inibição da proliferação e indução de apoptose em células de 
linhagem de linfoma e de carcinoma de cólon146, câncer de mama156, leucemia 
promielocítica154 e em células de leucemia monoblástica humana U937149. Além disso, este 
composto mostra baixa toxicidade para células de tecidos normais122 e boa especificidade para 
células de crescimento rápido, como células tumorais146,157,158. Entretanto, o mecanismo pelo 
qual os ésteres do ácido gálico induzem à apoptose, em algumas células de linhagem, não está 
completamente esclarecido. 
Como visto, alguns trabalhos têm analisado o papel do ácido gálico e seus derivados 
na morte celular, mas os resultados ainda são conflitantes, pois em algumas situações esses 
compostos ativam vias de transdução de sinais que levam à apoptose ou necrose, enquanto 
que em outros casos, como antioxidantes, protegem as células da apoptose. Essa propriedade 
dualista parece depender do tipo celular e da cadeia alifática lateral introduzida na molécula 
do ácido gálico. Neste sentido, a investigação do mecanismo molecular envolvido no efeito 
citotóxico dos compostos sintéticos derivados do ácido gálico sobre células leucêmicas pode 






2.1 Objetivo Geral 
 
 Estudar a sensibilidade de células de leucemia mielóide aguda humana K-562 ao 
composto sintético derivado do ácido gálico - lauril galato - bem como os mecanismos 
citotóxicos envolvidos.  
 
2.2 Objetivos Específicos 
 
1. Estudar o efeito citotóxico do composto derivado do ácido gálico - lauril galato - sobre 
células de leucemia mielóide aguda humana K-562; 
2. Verificar o tipo de morte celular causada pelo composto derivado do ácido gálico - 
lauril galato; 
3. Investigar o envolvimento dos fatores reguladores de apoptose: Caspase-3, Proteína 
Inibidora de Apoptose Survivina; Proteína Antiapoptótica Bcl-2 e Fator Indutor de 
Apoptose na citotoxicidade do composto derivado do ácido gálico - lauril galato; 
4. Analisar o efeito do composto derivado do ácido gálico - lauril galato no ciclo celular 



















O meio de cultura RPMI 1640, a penicilina, a estreptomicina e o soro bovino fetal 
foram adquiridos da Gibco, NY, EUA. O dimethylsulfoxide (DMSO), da SIGMA Chemical, Co., 
Saint Louis, MO, EUA. O composto sintético n-alquil-éster, derivado do ácido gálico, Galato 
de dodecila (Lauril galato), foi sintetizado e doado pelo laboratório Prof. Dr. Rosendo A. 
Yunes, do Departamento de Química da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). O 
Iodeto de propídeo (PI), adquirido da Molecular Probes Inc., foi armazenado entre 0-4ºC, 
como solução estoque de 1 mg/mL, em água destilada, e diluído no momento do uso. A 
solução de Hanks (HBSS; Hank’s Buffered Salt Solution), diluída em água Milli-Q, pH 7.4, 
filtrada e conservada em alíquotas, a –20ºC, e o tampão PBS (Phosphate Buffer Solution), pH 
7,4,  foram obtidos da SIGMA Chemical Co., St. Louis, MO, EUA. A enzima Rnase 
(ConcertTM RNase A), na concentração de 20 mg/Ml, adquirida da Invitrogen. O kit para 
detecção de apoptose, conjugada a ANNEXIN V-FITC®; o reagente 3-
aminopropyltriethoxysilene (ATPS), preparado a 5%; o etanol, 95%; o PBS-TRITON 0,2% 
(PBS, composição: NaCl 137 mM, KCl 2 mM e tampão fosfato 10 mM, pH 7,2-7,4), todos 
foram adquiridos da SIGMA Chemical Co., St. Louis, MO, EUA. O Anticorpo policlonal de 
coelho anti-caspase-3 (CPP32), da Novocastra, United Kingdon. O anticorpo monoclonal de 
camundongo anti-survivina e anticorpo policlonal de coelho anti-proteína indutora de 
apoptose (AIF), da Santa Cruz Biotechnology, Inc. Santa Cruz, CA, EUA. O anticorpo 
monoclonal de camundongo anti-oncoproteína Bcl2, da Biogenex, San Ramon, CA. A 
solução comercial para diluição de anticorpos, da Dako, Carpinteria, CA, EUA, composta por 
TRIS-NaCl (Tris Base 13,9g, Tris-HCl 60,6g, NaCl 87,66g, pH 7,6). Anticorpo secundário 
anti-IgG/IgM conjugado a peroxidase (EN VISION PLUS, Dako Cytomation, Carpinteria, 
CA, EUA). O kit para revelação colorimétrica, da Dako Cytomation, Carpinteria. O Xilol, o 
etanol, o azul de metileno segundo May-Grünwalds, o azul de metileno segundo Giemsa, a 





3.2 Cultura de Células 
 
 Foi utilizada a linhagem de células leucêmicas mieloblásticas K562, de origem 
humana. A continuidade da linhagem celular K562 foi estabelecida por Lozzio e Lozzio (1975), 
obtida da efusão pleural de uma mulher de 53 anos de idade, com leucemia mielóide crônica, em 
crise blástica terminal159. A linhagem celular foi obtida da American Type Culture Collection 
(ATCC, Rockville, MD, EUA). As células foram mantidas em garrafas plásticas de cultura, 
contendo meio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute), suplementado com 10% (v/v) de 
soro fetal bovino, 100 U/mL de penicilina, 100 µg/mL de estreptomicina, 10 mM HEPES, pH 7,4, 
em estufa úmida a 37°C, com 5% CO2. As células foram semeadas a uma densidade de 106 
células/garrafa e repicadas a cada 48 horas, em fluxo laminar. 
 
3.3 Preparo da Amostra 
 
Para a realização dos experimentos, a suspensão celular foi centrifugada com uma rotação 
de 230 x g, por 10 minutos, em temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e o botão 
celular ressuspendido em meio de cultura RPMI, para uma concentração de 1,0 x 106 células/mL. O 
número de células viáveis foi avaliado pelo método de Azul de tripan160, a 0,5%, em solução salina 
tamponada com fosfatos (PBS), pH 7,4, na proporção de 1/1. Após homogeneização, a mistura foi 
analisada no microscópio ótico, com objetiva de 20X, e foram excluídas as amostras com 
viabilidade inferior a 80%. Todos os procedimentos de preparação da amostra foram realizados em 
fluxo laminar e todo material utilizado, previamente esterilizado.  
 
3.3.1 Tratamento da Amostra  
 
A solução estoque de lauril galato foi preparada em dimetil sulfóxido (DMSO) e, após, 
diluída nas concentrações de 10, 30, 100 e 200 µM, em meio de cultura RPMI para, então, ser 
adicionada às células, num volume máximo de 20 µl, seguido de nova incubação em estufa úmida a 
37ºC, em 5% de CO2, por um período de 12, 24 ou 48 horas, conforme o tipo de experimento. Um 
controle negativo, sem tratamento com lauril galato, foi realizado em todos os experimentos. A 





3.4 Medida da Citotoxicidade pelo Ensaio da Viabilidade Celular (MTT) 
 
A viabilidade celular foi analisada pelo método do MTT (Van Loosdrecht et al.,1991)161. 
O MTT (brometo de dimetiazol difeniltetrazólio) é um sal de tetrazólio, que é reduzido a um 
derivado formazan de cor azulada pela atividade oxidativa de células, funcionando, portanto, como 
um indicador da função mitocôndrial e, por conseguinte, da viabilidade celular. Depois do 
tratamento das células com lauril galato, nas concentrações de 10, 30, 100 e 200 µM, por um 
período de 12, 24 ou 48 horas, conforme descrito no tratamento da amostra, foi realizado o ensaio 
da viabilidade celular. Após a incubação, a placa foi centrifugada, o sobrenadante removido e, 
então, adicionado meio de cultura fresco contendo 10% (v/v) de uma solução de MTT (5 mg/mL 
em PBS). Após a incubação por 3 horas, a 37°C, a placa foi centrifugada novamente e o 
sobrenadante, removido. Em cada poço, foram adicionados 100 µl de álcool isopropílico/HCl 0,04 
N, para dissolução dos cristais de formazan do MTT. Após 10 minutos, os restos celulares foram 
removidos por centrifugação. O sobrenadante límpido foi, então, transferido para outra placa, onde 
foi lido em leitor de placas Microwell Systems (Organon Teknika), a 540 nm. A densidade óptica 
do grupo de células controle, ou seja, das células sem tratamento, foi considerada como equivalente 
a 100% de células viáveis. Desse modo, quanto maior o número de células viáveis presentes, maior 
a oxidação do MTT. 
 
3.5 Análise da Fragmentação do DNA  
 
A análise da fragmentação do DNA foi realizada segundo a técnica de Han162. 
Após o tratamento com lauril galato por 24 horas, a 37ºC, com 5% de CO2, as células de 
linhagem leucêmica mielóide aguda humana K562 foram lavadas duas vezes com PBS gelado. 
Posteriormente, as células foram lisadas com tampão de lise (10mM EDTA, 50Mm Tris-HCl 
pH 8,0, 0,25% NP-40, 0,5 g/L proteinase K), por 2 horas, a 50°C. O lisado celular foi 
centrifugado com uma rotação de 230 x g, por 15 minutos. Ao sobrenadante, foram 
adicionados 2,5 vol. de etanol gelado e incubado overnight, a -25°C, para precipitação do 
DNA. Depois de lavar com etanol gelado a 70% , os pellets foram obtidos por centrifugação 
com uma rotação de 18.000 x g, por 15 minutos, e dissolvidos em 20 µL de tampão TE 
(10mM Tris-HCl pH 8,0, 0,1 mM EDTA), contendo 0,6mg/mL de RNase A, e incubados a 
37°C, por 1 hora. A fragmentação do DNA foi analisada após eletroforese em gel de agarose 
1,5%, corada com brometo de etídeo. A corrida eletroforética foi realizada a 200V por 10 
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minutos em tampão TAE 1x (tris-ácido acético-EDTA). Os géis foram fotografados sob 
iluminação ultravioleta de 320 nm (HOEFER-Macro Vue UV20) utilizando-se um sistema de 
foto-documentação de géis (Doc-Print®-Biosystems). 
Foram realizados três experimentos independentes, utilizando como controle uma 
amostra sem tratamento com lauril galato. 
 
3.6 Detecção das Alterações Citomorfológicas 
 As células em processo de apoptose apresentam características morfológicas distintas, 
as quais são definitivas para a diferenciação do tipo de morte celular. A avaliação morfológica 
para células apoptóticas, segundo McGahon et al (1995)163, leva em consideração a redução 
do volume celular, pela perda do contato com as células vizinhas, retração nuclear com 
condensação da cromatina e formação de protuberâncias na membrana celular, as quais 
englobam o núcleo, com conseqüente formação dos corpos apoptóticos. 
3.6.1 Preparação de Lâminas (Cytospins) 
As células de linhagem leucêmica mielóide aguda humana K562, foram tratadas com lauril 
galato, conforme descrito anteriormente por 12 e 24 horas. Em seguida, preparou-se uma suspensão 
celular na concentração 1,0 x 106 células/mL, em meio de cultura RPMI, e empregou-se 150 µL de 
suspensão para a preparação de cada citocentrifugado (cytospin), em uma citocentrífuga 
(CYTOPRO TM – Wescor) com uma rotação de 10 x g, por 10 minutos. Após a confecção dos 
cytospins, as lâminas foram mantidas em temperatura ambiente por 1 a 2 horas para a secagem e, 
em seguida, coradas pelo método de May-Grünwalds Giemsa.  
 
3.6.2 Coloração pelo Método de May-Grünwalds Giemsa 
    
 A coloração pelo método de May-Grünwalds Giemsa164 é usada para análise das 
características morfológicas das células do sangue. A utilização de duas classes de corantes - 
básico (azul de metileno) e ácido (eosina) - permite diferenciar as estruturas celulares. Núcleo 
e outras estruturas da célula sangüínea são corados por corantes básicos e, então, 
denominados basofílicos. Estruturas coradas somente por corantes ácidos são chamadas 
acidofílicas ou eosinofílicas. Enquanto estruturas coradas pela combinação dos dois tipos de 
corantes são denominadas neutrofílicas165. 
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Após secagem ao ar, as lâminas foram coradas por 3 minutos, com solução de May-
Grünwalds, seguida do acréscimo de água destilada em quantidade proporcional ao corante, 
por mais 3 minutos. Após lavagem das lâminas com água destilada, acrescentou-se solução de 
Giemsa, diluída (1:10) em água destilada, por 15 minutos. As lâminas foram secas ao ar livre 
para posterior avaliação microscópica. 
3.6.3 Avaliação Microscópica 
O estudo citomorfológico foi realizado no microscópio ótico Eclipse 50i (Nikon INC, 
Tóquio, Japan), em aumento de 1000X. As fotos foram realizadas pelo sistema Digital Sight 
DS-U1 (DS Câmera Control Unit DS-U1). Foram contadas 100 células em cada lâmina 
analisada e os resultados representam a média de três experimentos independentes. A 
avaliação morfológica para células apoptóticas seguiu o critério de McGahon et al (1995), no 
qual são observadas as seguintes alterações: retração nuclear e condensação da cromatina; 
perda do volume e aumento da granulosidade celular; formação de pregas na membrana 
plasmática e fragmentação celular em corpos apoptóticos163. 
3.7 Detecção de Apoptose Conjugada a Anexina V-FITC 
Para detecção de apoptose, foi utilizado o conjunto reativo ANNEXIN V-FITC® contendo 
anexina V-FITC, iodeto de propídeo e tampão (SIGMA Chemical, Co., St. Louis, MO, EUA), que 
detecta células apoptóticas por citometria de fluxo. As anexinas são um grupo de proteínas 
homólogas, que se ligam a fosfolipídeos na presença de cálcio166,167. A anexina V, conjugada ao 
fluorocromo isotiocianato de fluoresceína (FITC), é um conjunto fluorescente que se liga a 
fosfatidilserina, na presença de cálcio. As alterações celulares envolvidas no processo de apoptose 
incluem a perda da assimetria fosfolipídica durante os estágios iniciais, enquanto que, nas células 
viáveis, a fosfatidilserina é transportada para o interior da camada bilipídica pela enzima Mg-
dependente, aminofosfolipídeo translocase168. No início da apoptose, a fosfatidilserina, que 
normalmente é encontrada na porção interna da membrana plasmática, é translocada à porção 
externa da membrana. A conjugação do corante FITC à anexina-V114permite identificar e 
quantificar as células apoptóticas, através da citometria de fluxo169. A utilização concomitante 
do marcador nuclear fluorescente iodeto de propídeo (PI), por sua vez, torna possível verificar 
as alterações nucleares características dos estágios tardios da apoptose51. O procedimento 
consiste na ligação da anexina V-FITC à fosfatidilserina, na membrana das células que estão 
iniciando o processo apoptótico, e na ligação do iodeto de propídeo ao DNA das células, no 
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processo final da apoptose. A anexina V-FITC é detectada como uma fluorescência verde e o iodeto 
de propídeo, como fluorescência vermelha.                                  
As células de linhagem leucêmica mielóide aguda humana K562 foram tratadas com lauril 
galato, na concentração de 200 µM, e incubadas por 12 e 24 h, como descrito anteriormente. Após 
esse período, a suspensão celular foi centrifugada com uma  rotação de 230 x g, 10 minutos, o 
sobrenadante foi removido e as células foram lavadas com PBS gelado. Ao botão celular foi 
acrescentado 100 µL de solução de anexina, conforme indicação do fabricante, seguida de nova 
incubação de 15 min, a 37ºC, ao abrigo da luz.  Ao final, as células foram lavadas e ressuspendidas 
com 100 µL de solução tampão, seguidas de posterior análise no citômetro de fluxo BD 
FACSCaliburTM  (Becton Dickinson Immunocytometry Systems), através do software BD 
CELLQuestTM. Para calibração do citômetro, foi utilizado o Kit CaliBRITE Beads TM. A 
fluorescência do FITC (518 nm) foi detectada por FL1 e o iodeto de propídeo (629 nm) foi 
detectado por FL2. A sobreposição entre as duas medidas de fluorescência foi eletronicamente 
compensada para subtração análoga, no estágio de pré-amplificação166. O logaritmo da 
fluorescência FITC foi distribuído no eixo X e o logaritmo da fluorescência do iodeto de propídeo, 
no eixo Y. Um total de 10.000 eventos para cada amostra foi adquirido, para garantir a análise 
adequada dos dados. As células no estágio inicial do processo de apoptose foram coradas somente 
pela anexina V-FITC. As células viáveis não mostraram coloração para ambos, iodeto de propídeo 
ou anexina V-FITC. As células em estágio final do processo de apoptose foram coradas por ambos, 
iodeto de propídeo e anexina V-FITC.  Foram realizados três experimentos independentes, 
utilizando como controle amostra sem tratamento com lauril galato, sob as mesmas 
Imunocitoquímica condições da amostra tratada com lauril galato. 
3.8 para Caspase-3 (CPP-32), Proteína Inibidora de Apoptose Survivina, 
Bcl-2 e Proteina Indutora de Apoptose (AIF) 
 
As reações de imunocitoquímica foram realizados como descrito por Dowell, 1994170. 
Após o tratamento com o lauril galato por 12 e 24 horas, as células de linhagem leucêmica 
mielóide aguda humana K562 (1x106 células/mL) foram centrifugadas em citocentrífuga 
(CYTOPRO TM – Wescor), em lâminas pré-tratadas com solução de 3-
aminopropyltriethoxysilene (ATPS), a 5%, em acetona PA. Depois, foram fixadas com etanol 
95%, por 1 hora, a 25°C, e mantidas úmidas até o início da reação. Após fixação, as lâminas 
foram imersas em uma solução de peróxido de hidrogênio, a 1,5%, e metanol absoluto (v/v), 
por 20 min, com posterior lavagem com água destilada. Esta etapa teve como objetivo 
 40 
bloquear a peroxidase endógena das células e, assim, eliminar o desenvolvimento de reações 
inespecíficas falso-positivas. Previamente à incubação com o anticorpo primário, as lâminas 
foram submetidas à permeabilização celular, para permitir a passagem do anticorpo primário 
através da membrana plasmática celular e conseqüente reconhecimento dos sítios antigênicos 
de interesse. Para este fim, as lâminas foram imersas em uma solução de PBS-TRITON 0,2%, 
durante 30 min. Depois, as proteínas celulares foram imunomarcadas com os seguintes 
anticorpos primários: anticorpo policlonal de coelho anti-caspase-3 (CPP32), (diluição 1:100, 
da Novocastra, United Kingdon), anticorpo monoclonal de camundongo anti-survivina 
(diluição 1:50, da Santa Cruz Biotechnology, Inc.), anticorpo policlonal de coelho anti-
proteína indutora da apoptose (AIF), na diluição 1:50, da Santa Cruz Biotechnology, Inc) e 
anticorpo monoclonal de camundongo anti-oncoproteína Bcl2 (diluição 1:200, da Biogenex, 
San Ramon, CA, EUA). Os anticorpos primários foram diluídos em uma solução comercial 
apropriada à diluição de anticorpos e um reagente comercial bloqueador de reação 
inespecífica foi utilizado. Após esta etapa, a solução contendo os anticorpos foi adicionada 
sobre os citocentrifugados e as lâminas foram mantidas em câmara úmida, a uma temperatura 
de 2-8°C, durante 12 horas. A seguir, estas foram lavadas com tampão PBS, por duas vezes de 
três minutos cada, à temperatura ambiente. Após lavagem, as lâminas foram incubadas com 
anticorpo secundário anti-IgG/IgM, conjugado com um polímero de peroxidase pronto para 
uso em câmara úmida, durante 1 hora, à temperatura ambiente. Posteriormente, foram 
realizadas duas lavagens utilizando-se PBS, por 5 minutos, à temperatura ambiente. As 
amostras foram submetidas a uma revelação colorimétrica com kit comercial, através de uma 
solução cromógena contendo 0,03% de 3,3´-diaminobenzidina (3,3´4,4´-
tetraaminobiphenyltetrahydrochloride), previamente diluída em tampão imidazol pH 7,2 e 
peróxido de hidrogênio, a 0,3%. Após a revelação, foram realizadas as contra-colorações das 
lâminas, com solução de hematoxilina de Harris, desidratação através da passagem das 
lâminas em concentrações crescentes de etanol (etanol 70%, etanol 80%, 90% e etanol 
absoluto), diafanização em xilol e montagem em entellan. Para cada reação realizada foi 
utilizado um controle positivo (tecido sabidamente positivo para os diferentes antígenos 
pesquisados), e o controle negativo foi realizado pela abolição do anticorpo primário nas 
reações. A leitura das lâminas foi realizada em microscópio ótico comum Olympus BX 41 
(Olympus América INC, Melville, NY, EUA), em aumento de 400X. O resultado positivo foi 
revelado pelo aparecimento de coloração castanha (peroxidase), no local da marcação pelos 
anticorpos. Em cada caso foi avaliado o percentual de células positivas em 100 células de 
cada três experimentos independentes e o resultado expresso em score171, da seguinte forma: 
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(+++) a maioria das células exibe intensa expressão, (++) mais de 50% das células revela 
sinais de positividade, (+) coloração positiva em 10-50% das células e (-) menos de 10% de 
células positivas.  
As fotografias foram realizadas no microscópio de Vídeo/fhoto Olympus (Olympus 
América INC, Melville, NY, EUA). 
 
3.9 Análise do Ciclo Celular por Citometria de Fluxo 
 
As fases do ciclo celular podem ser caracterizadas por variações no seu conteúdo 
de DNA, o qual quando analisado por citometria de fluxo após marcação com iodeto de 
propídeo permite quantificar a percentagem de células em cada fase do ciclo celular172. Uma 
célula normal em repouso contém “n” cromossomos, ao receber um estímulo inicia o ciclo 
celular, aumentando a quantidade de DNA até atingir o dobro (2n) e então se dividir. As 
células apoptóticas por outro lado, apresentam um conteúdo de DNA reduzido resultante da 
fragmentação, “x<n”. A Fase G0/G1, é caracterizada pelas células em repouso apresentando 
uma quantidade de cromossomos “x = n”. A fase de síntese ou fase S é caracterizada pelo 
aumento do conteúdo de DNA “n< x <2n”. A Fase G2/M é caracterizada pelo dobro do 
conteúdo de DNA da célula em repouso “x=2n”. 
As células de linhagem leucêmica mielóide aguda humana K562 foram tratadas com lauril 
galato 200µM e incubadas por 12 e 24 horas. Posteriormente, as células foram lavadas com solução 
de Hank’s e ressuspendidas com uma solução contendo ribonuclease A (RNase A) 1mg/mL, iodeto 
de propídeo 50 µg/mL e 0,2% de Triton X e incubadas por 15 minutos no escuro. A análise do 
conteúdo de DNA foi realizada no citômetro de fluxo BD FACSCaliburTM (Becton Dickinson 
Immunocytometry Systems), através do software BD CELLQuestTM. A aquisição dos dados foi 
realizada no modo de aspiração em baixa pressão (“low”). As fases do ciclo celular, bem como a 
percentagem de células apotóticas foram determinadas de acordo com o conteúdo de DNA. 
 
3.10 Análise Estatística 
 
A análise estatística foi realizada utilizando-se o teste ¨t¨ de Student não pareado, ou 
análise de variância de uma via (ANOVA), seguida pelo teste ¨t¨de Bonferroni. Os resultados 
foram considerados significativos quando p < 0,05. 
Os dados gerados pelo citômetro de fluxo são armazenados de acordo com o formato 
padrão de citometria de fluxo (FCS), criado pela Society for Analytical Cytology173. A análise 
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dos dados consiste em exibir os dados de um arquivo no formato de lista em um gráfico e, em 
seguida, medir a distribuição dos eventos dentro do gráfico. O programa fornece as 
estatísticas referentes aos dados analisados. As análises da citometria de fluxo foram 


































4.1 Efeito citotóxico do Lauril Galato sobre Células de Leucemia Mielóide 
Aguda Humana K562  
 
 O tratamento de células de leucemia mielóide aguda humana K562 por 48 h, com 
concentrações crescentes de lauril galato, um derivado sintético do ácido gálico, causou 
diminuição do número de células viáveis de maneira concentração-dependente (Figura 1, 
Painel A). O maior efeito citotóxico foi observado com a concentração efetora (EC50) de 200 
µM de lauril galato (47,7% ± 2%). A incubação das células K562 com lauril galato (200 µM) 
em intervalos de tempos diferentes mostrou que o maior efeito citotóxico só foi observado em 


































*p < 0,001 ANOVA














Figura 1. Efeito citotóxico do lauril galato sobre células K562. Painel A: efeito citotóxico concentração 
dependente. As células foram tratadas com lauril galato (10, 30, 100 e 300 µM) por 48 horas. A EC50 foi de 200 
µM. Painel B: efeito citotóxico do lauril galato (200 µM) sobre células K562. As células foram incubadas por 
12, 24 e 48 horas. A viabilidade celular foi avaliada pelo método colorimétrico do MTT. A densidade ótica do 
grupo controle corresponde a 100% da viabilidade celular. Cada ponto representa a média +/- EPM de 3 
amostras. A média dos resultados foi obtida de três experimentos independentes. * Estatisticamente diferente do 





4.2 Apoptose Causada pelo Lauril Galato sobre Células de Leucemia 
Mielóide Aguda Humana K562 
 
4.2.1 Detecção de Apoptose pela Análise da Fragmentação do DNA 
   
Como mostra a Figura 2, não foi detectada fragmentação do DNA nas células não 
tratadas com lauril galato (banda 1 – controle negativo). Ao contrário, o lauril galato 200µM 
induziu a quebra internucleossomal da cromatina e formação de bandas de fragmentação do 
DNA, ao ser analisada por eletroforese em gel de agarose, a qual resultou em um padrão de 
fragmentação repetitivo após 24 horas de incubação (banda 2). Nas células tratadas com SNAP (S-
nitroso-N-acetylpenicillamine) 1mM - controle positivo, houve representativa fragmentação do 
DNA (banda 3). 
 
 
                                                         1         2         3 







                                                                                      
 
                                                                                               
 
Figura 2. Fragmentação do DNA causada pelo lauril galato sobre células K562. Após 24 h de cultura, foi 
extraído o DNA das amostras e analisado por eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com brometo de 
etídium. Os géis foram fotografados sob iluminação ultravioleta de 320 nm (HOEFER-Macro Vue UV20) 
utilizando-se um sistema de foto-documentação de géis (Doc-Print®-Biosystems). Banda 1: Representa a 
amostra de células K562 sem tratamento com lauril galato (controle). Banda 2: Células tratadas com lauril 
galato (200 µM). Banda 3: Representa a amostra de células K562 tratadas com S-nitroso-N-acetylpenicillamine 






1. Controle negativo 
2. Lauril galato (200µM) 
3. Controle positivo (SNAP 1 mM) 
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4.2.2 Estudo das Alterações Citomorfológicas  
Como mostra a Figura 3 (página 46), as células K562 tratadas com lauril galato (200 
µM) mostraram redução de volume, retração nuclear com condensação da cromatina e formação 
de corpos apoptóticos. O lauril galato induziu alterações morfológicas características de 
apoptose nas células K562 em 28 e 35% das células após 12 e 24 horas de incubação, 
respectivamente.    
 
4.2.3 Detecção de Apoptose Conjugada a Anexina V-FITC 
 
  Como pode ser observado na Figura 4, o lauril galato (200µM) causou apoptose nas 
células K-562 após 12 horas (Figura 4 Painel B) e 24 horas (Figura 4 Painel C) de incubação, a qual 
foi detectada pela dupla coloração anexina V-FITC/PI, enquanto que as células não tratadas foram 
negativas (Figura 4 Painel A). Detectou-se 20 e 28,4% de células positivas para anexina V em 12 e 
24 horas de incubação, respectivamente. 
As células em estágio inicial de apoptose podem ser observadas no quadrante inferior direito 
(anexina V+/PI-) e as células em estágio inicial e tardio de apoptose nos quadrantes inferior e 











Figura 4. Análise da população de células em estágio inicial e final de apoptose detectadas pela marcação de 
anexina-V e PI. Painel A: células K562 em meio RPMI, sem tratamento com lauril galato. Painel B: as células K562 
foram incubadas com lauril galato (200µM) por 12 horas. Painel C: as células K562 foram incubadas com lauril galato 
(200µM) por 24 horas. A apoptose foi determinada pela análise da marcação das células com anexina V-FITC/PI por 
citometria de fluxo. Em cada dot plot, as percentagens de anexina-V+/ PI+ (células no estágio inicial e final de apoptose -











Figura 3. Alterações morfológicas induzidas pelo lauril galato sobre células K562. Células K562 (1 x 106 céls./mL) 
foram tratadas com lauril galato (200 µM) por 12 h e 24 horas, citocentrifugadas e coradas com May-Grünwalds Giemsa. 
Células não tratadas serviram como controle. Painel A: Características normais das células K562 (controle). Painéis B e 
C: Citomorfolgia das células K562 após 12 e 24 h de tratamento com lauril galato, respectivamente. As setas indicam a 













4.3 Efeito do Lauril Galato sobre Fatores Reguladores de Apoptose em Células 
de Leucemia Mielóide Aguda Humana K562 
 
  
4.3.1 Efeito do Lauril Galato na Expressão de Caspase-3 sobre Células de 
Leucemia Mielóide Aguda Humana K562 
 
 
 Observou-se que após 12 horas de tratamento com lauril galato, as células que 
inicialmente não expressavam caspase-3 (score -, Figura 5, Painel A, página 48), passaram a 
apresentar moderada expressão (score ++, Figura 5, Painel B) e em 24 horas forte expressão 
(score +++, Figura 5, Painel C) de caspase-3. 
 
4.3.2 Efeito do Lauril Galato na Expressão de Survivina sobre Células de 
Leucemia Mielóide Aguda Humana K562 
  
Como pode ser observado na Figura 6, Painel A (página 49), as células sem tratamento 
com lauril galato (controle) apresentam forte expressão de survivina (score +++). Entretanto 
após 12 e 24 horas de tratamento, mostrou-se fracamente expressa (score +, Figura 6, Painel 
B) e sem expressão(score -, Figura 6, Painel C) respectivamente.  
  
4.3.3 Envolvimento da Proteína Antiapoptótica Bcl-2 na Apoptose Induzida 
pelo Lauril Galato sobre Células de Leucemia Mielóide Aguda Humana K562 
 
A análise da imunocitoquímica por microscopia ótica revelou que o grupo controle 
(Figura 7 Painel A, página 50) apresenta intensa coloração (score +++) citoplasmática devido 
à presença da proteína antiapoptótica Bcl-2. Entretanto, após 24 horas de incubação com lauril 
galato (200 µM), houve uma diminuição da coloração (score ++) citoplasmática (Figura 7, 












Figura 5. Efeito do lauril galato na expressão da caspase-3 sobre células K562. A coloração foi realizada usando o 
sistema peroxidase-DAB (castanho). As amostras foram analisadas pela expressão citoplasmática de caspase-3, 
demonstrada pela coloração castanha, por microscopia ótica (Aumento X400). Foram realizados três experimentos 
independentes. Painel A: O controle não mostrou expressão de caspase-3 (score -). Painel B: Após 12 h de tratamento 
com lauril galato 200µM, observou-se aumento da expressão (score ++). Painel C: Forte expressão (score +++) após 24 h 









Figura 6. Efeito do lauril galato na expressão de survivina sobre células K562. A coloração foi realizada usando o 
sistema peroxidase-DAB (castanho). As amostras foram analisadas pela expressão citoplasmática de survivina, 
demonstrada pela coloração castanha, por microscopia ótica (Aumento de 400X). Foram realizados três experimentos 
independentes. Painel A: O controle apresentou forte expressão de survivina (score +++). Painel B: Fraca expressão 
(score +) após 12 h de tratamento com lauril galato 200µM. Painel C: Sem expressão (score -) após 24 h de tratamento 








Figura 7. Efeito do lauril galato na expressão de Bcl-2 sobre células K562. A coloração foi realizada usando o sistema 
peroxidase-DAB (castanho). As amostras foram analisadas pela expressão citoplasmática de Bcl-2, demonstrada pela 
coloração castanha, por microscopia ótica (Aumento X400). Foram realizados três experimentos independentes. Painel 
A: O controle mostrou forte expressão de caspase-3 (score +++). Painel B: Após 12 h de tratamento com lauril galato 
200µM, a expressão deBcl-2 não alterou-se (score +++). Painel C: Após 24 h de tratamento com lauril galato 200µM, 





4.3.4 Envolvimento do AIF (Fator Indutor de Apoptose na Apoptose 
Induzida pelo Lauril Galato sobre Células de Leucemia  Mielóide Aguda 
Humana K562 
  
A análise da Figura 8 (página 52), Painel A mostra que as células K-562 não expressam AIF  
(score -), e que após 12 horas de incubação com lauril galato (200 µM) houve aumento da 
positividade (score ++, Figura 8, Painel B). Após 24 horas de incubação com lauril galato 



























Figura 8. Efeito do lauril galato na expressão de AIF sobre células K562. A coloração foi realizada usando o sistema 
peroxidase-DAB (castanho). As amostras foram analisadas pela expressão citoplasmática de AIF, demonstrada pela 
coloração castanha, por microscopia ótica (Aumento X400). Foram realizados três experimentos independentes. Painel 
A: O controle mostrou ausência de expressão de AIF (score -). Painel B: Após 12 h de tratamento com lauril galato 
200µM, a expressão AIF aumentou (score ++). Painel C: Após 24 h de tratamento com lauril galato 200µM, apresentou 









 4.4 Efeito do Lauril Galato sobre a Progressão do Ciclo Celular em Células 
K562 
 
A análise da progressão do ciclo celular nas células K562 incubadas na presença 
ou ausência de lauril galato 200 µM foi realizada após 12 e 24 horas. Após 12 horas, na 
ausência de lauril galato 200 µM, a população de células em apoptose, G0/G1, S e G2M foi de 
10,3 (M4); 29,3 (M1); 38,4 (M2) e 18,2%(M3) respectivamente (Figura 9, página 54, 
PainelA). O tratamento com lauril galato 200 µM por este mesmo período de tempo alterou a 
percentagem das células, nas respectivas fases para: 28,7 (M4); 34,9 (M1); 26,8 (M2) e 7,1% 
(M3) como pode ser observado na Figura 9, Painel B. Após 24 horas de incubação com lauril 
galato a percentagem de células em apoptose (M4), G0/G1 (M1), S (M2) e G2M (M3) foi de 
22 (M4); 23,6 (M1); 36,4 (M2) e 16,2% (M3) respectivamente (Figura 9, página 54, Painel 
C). Após 24 horas de tratamento com lauril galato 200 µM a população de células em 
apoptose, G0G1, S e G2M foi de 36,7 (M4); 30,8 (M1); 22,4 (M2) e 8,7% (M3) 
respectivamente (Figura 9, painel D). Este resultado mostrou que a população de células K562 
em apoptose aumentou (M4), na fase G0/G1(M1) não se alterou e que nas fases S e G2M 
(M2+M3) diminuiu, pela exposição das células ao lauril galato 200 µM por 12 e 24 horas 















































































Figura 9. Efeito do lauril galato sobre as fases do ciclo celular de células K562. As células K562 foram 
incubadas na presença ou ausência de lauril galato 200 µM e a percentagem de células em cada fase do ciclo 
celular foi analisada de acordo com o conteúdo de DNA. Painéis de A-D: As fases do ciclo celular são assim 
representadas: céls. em apoptose (M4), céls. na fase G0/G1 (M1), céls. na fase S (M2) e céls. na fase G2M (M3). 
Painéis A-B: Células tratadas por 12h, na ausência (A) ou na presença (B) de lauril galato. Painéis C-D: Células 
tratadas por 24h, na ausência (C) ou na presença (D) de lauril galato. Painel E: Gráfico representativo dos 
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Nas duas últimas décadas, a meta dos pesquisadores e oncologistas tem sido a 
descoberta de fármacos antineoplásicos, que tenham maior eficiência em induzir à morte as 
células tumorais, e com poucos ou insignificantes efeitos colaterais. Por isso, o interesse em 
novos alvos terapêuticos, a partir de produtos naturais, cresceu exponencialmente nos últimos 
anos. O desenvolvimento de fármacos, a partir de produtos naturais, incorporou profundas 
transformações no decorrer das últimas décadas. Com o avanço da biologia molecular, 
inúmeros processos biológicos foram identificados, fornecendo, assim, diversos novos alvos 
micro e macromoleculares, passíveis de intervenção terapêutica35,174.  
O ácido gálico e seus alquil ésteres vêm sendo estudados, por sua ação  citotóxica, em  
diferentes linhagens de células tumorais146,149,156,158. Vários trabalhos demonstram que 
compostos sintéticos, derivados do ácido gálico, causam inibição da proliferação celular em 
células de leucemia promielocítica humana HL60(154), células de leucemia linfoblástica147, 
células JY (human B cell lymphoma), MOLT-4 (human acute lymphoblastic leukemia), HT29 
(human colon adenocarcinoma), Daudi (human Burkitt’s lymphoma), Wehi 231(Balb-c 
mouse B cell lymphoma), L929 (c34/An mouse fibroblast), EAT (Ehrlich ascites tumor), e X-
653 (P3X63Ag8.653 Balb/c mouse myeloma)146. Serrano et al(1998), além de constatarem que 
a inibição do crescimento celular, com uma larga variação na concentração necessária para 
obter o mesmo efeito, depende do tipo de célula, também verificaram que os alquil ésteres do 
ácido gálico, com grupo lipofílico, como o octil e o dodecil (lauril), exibem um potencial 
efeito antiproliferativo entre 50 e 250 vezes maior que o próprio ácido gálico146,147,148,175,176. 
Neste mesmo estudo, também foi observado que linfócitos normais podem suportar mais altas 
concentrações de lauril galato do que células de linhagem tumoral146. Fiuza et al(2004) 
também observaram que o efeito citotóxico dos alquil ésteres do ácido gálico, em fibroblastos 
normais (células de tecido pulmonar embrionário humano, L-132), é bem menor 
(aproximadamente três vezes) do que em células de câncer humanas175.  
Os resultados deste estudo corroboram com os trabalhos descritos acima, pois o lauril 
galato – um alquil éster derivado do ácido gálico - induziu efeito citotóxico nas células de 
leucemia mielóide aguda humana K562, de maneira concentração-dependente. 
A ação dos compostos antileucêmicos, em geral, baseia-se na inibição da proliferação, 
na indução de apoptose e na diferenciação das células leucêmicas, o que invariavelmente, 
evolui para apoptose144,145. Vários compostos quimioterápicos têm sido estudados por induzir 
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à apoptose, revelando ser este um mecanismo primário de sua atividade anticâncer44,45. A 
indução de apoptose tem sido identificada como um evento comum de diferentes classes de 
agentes anticâncer38,39,40,41,42,43.  
Além disso, alguns estudos têm demonstrado que o lauril galato inibe a proliferação 
celular por indução à apoptose diferentes tipos celulares144,146,147. Entretanto, alguns 
compostos fenólicos têm sido apontados por sua ação na inibição da diferenciação 
celular177,178, bem como por inibir a proliferação das células pela indução de dois tipos de 
morte celular,  apoptose e necrose179. Kouichi et al(2000) demonstraram que os derivados do 
ácido gálico com grupo lipofílico (farnesil galato hidrogenado, lauril galato, laurilamide e 
colesteril galato) apresentam habilidade para induzir à apoptose células de leucemia 
monoblástica humana U937149.  
A morte celular, apoptose ou necrose, é caracterizada por diferenças morfológicas e 
bioquímicas. Para investigar qual tipo de morte celular o lauril galato induziu, nas células de 
leucelia mielóide aguda humana K562, alguns parâmetros bioquímicos e morfológicos foram 
analisados. Observamos que, após o tratamento das células com lauril galato (EC50 =200 µM), 
houve fragmentação do DNA (Figura 2), que é um padrão típico de apoptose, ou seja, 
presença de fragmentos oligonucleossomais, resultantes da ativação de uma endonuclease, 
que quebra o DNA nos nucleossomas e dá origem a um padrão de fragmentação repetitivo47. 
Ao contrário, no processo de necrose a quebra do DNA é randômica e mostra degradação de 
histonas, o que não gera qualquer padrão repetitivo180.  
Além disso, as alterações morfológicas, características de apoptose, como retração da 
célula, condensação da cromatina, formação de pregas citoplasmáticas e a extrusão de 
micronúcleos163, também foram evidentes, como mostra a figura 3, painéis B e C. Serrano et 
al(1998) evidenciaram alterações citomorfológicas e fragmentação do DNA semelhantes, em 
células Wehi 231(Balb-c mouse B cell lymphoma)146. Esses achados sugestivos de morte 
celular induzida pelo lauril galato, por apoptose, foram confirmados pela positividade da 
anexina V (Figura 4). 
O mecanismo pelo qual os derivados do ácido do gálico induzem à apoptose algumas 
linhagens celulares, ainda não está completamente esclarecido. Provavelmente, envolve a 
geração de espécies reativas de oxigênio (ROS), a qual interfere no balanço do estado redox 
da célula125,154,181. Também foi demonstrado que estes compostos são inibidores da proteína 
tirosina quinase (PTK), em vários tipos de células182,183. 
Paralelamente, os avanços nesta área do conhecimento revelam que os mecanismos 
que regulam a apoptose são complexos. Consistem na ativação de numerosas sinalizações e 
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de componentes inibitórios, que compõem vários sistemas paralelos ou inter-relacionados, os 
quais culminam na autodestruição celular54. 
Neste sentido, procuramos investigar alguns mecanismos envolvidos na apoptose, 
causada por esse composto.  
A apoptose é regulada por uma série de eventos bioquímicos, que levam à morte 
celular. Uma característica comum das células em processo de apoptose é a ativação de 
membros de uma família de cisteíno-aspartato proteases, denominada Caspase. A inibição da 
atividade das caspases, tanto por mutação quanto por ação farmacológica, pode impedir ou, 
retardar a morte celular por apoptose. O mecanismo de ação das caspases é a clivagem de 
proteínas em um ou mais sítios, resultando na inativação funcional do substrato ou 
alternativamente, a sua ativação55. Da família, a caspase-3 é a mais prevalente nas células, a 
qual é responsável pela finalização dos efeitos apoptóticos, porém, em conjunto com duas 
outras: caspase-6 e -7. Juntas, estas três caspases executoras são responsáveis pelo fenótipo 
apoptótico, através da clivagem ou degradação de outros substratos importantes neste 
processo. A externalização da fosfatidilserina durante a apoptose é, geralmente, caspase 
dependente184. Porém, em alguns tipos de células, a externalização da fosfatidilserina parece 
ser caspase-independente185. O mecanismo exato ainda não foi elucidado.  
A análise da expressão de caspase-3 nas células K562, por imunocitoquímica, mostrou 
que o tratamento das células K562, com lauril galato, resultou no aumento da expressão de 
caspase-3, o que sugere o envolvimento de apoptose, via mitocondrial. 
A apoptose é um evento altamente regulado, o qual envolve a participação de 
inibidores naturais das caspases. Estes inibidores de proteínas de apoptose (IAPs) atuam como 
moléculas anti-apoptóticas, a partir da inibição da ativação proteolítica da caspase-3 e da 
caspase-794,95,96,97,98. Foram identificadas, até o presente momento, pelo menos cinco 
diferentes membros da família das IAPs - NAIP, XIAP, c-IAP-1, c-IAP-2 e survivina - as 
quais exibem atividade antiapoptótica, em células de cultura96,97,100.  A survivina está presente 
durante o desenvolvimento fetal, mas não é detectável em tecidos adultos normais. Porém, 
está superexpressada na maioria dos tumores sólidos “in vivo” e é o quarto mais significante 
fator de transcrição expresso em tumores humanos186. Altos níveis de survivina foram 
observados em blastos mielóides e células linfóides de algumas desordens 
linfoproliferativas107,187,188,189,190. Em pacientes portadores de neoplasias, a expressão de 
survivina têm sido associada com a redução de apoptose em células tumorais “in vivo”106,191. 
Além disso, altos níveis de expressão de survivina têm sido ligados a mau prognóstico e 
diminuição da sobrevida em vários tipos de câncer humano104,105,106,107. Tamm et al(1998), em 
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estudos recentes, demonstraram que a survivina suprime a apoptose induzida por Fas, Bax, 
caspases e drogas anticâncer103. A survivina tem um papel de impedimento da apoptose e atua 
na regulação da divisão celular, sendo que no início da mitose é associada com microtúbulos 
do fuso mitótico e está expressa na fase G2/M do ciclo celular, de um modo ciclo-
regulatório88,89,192,193. Li et al(1998) demonstraram que, quando ocorre rompimento da 
interação survivina-microtúbulo, é detectado aumento da atividade da caspase-381. Assim, 
quanto ao seu papel como agente antiapoptótico, a survivina atua direta ou indiretamente na 
inibição das caspases192. Olie et al(2000) observaram que a diminuição da expressão de 
survivina aumentou a atividade da caspase-3 e a fragmentação do DNA, em células de câncer 
de pulmão194. Também, Deveraux et al(1999) observaram que a remoção do efeito inibitório 
da survivina parece ser potencialmente útil na sensibilização das células neoplásicas, para o 
efeito dos agentes anticâncer101.  
Com base nas evidências acima citadas e nos resultados obtidos neste estudo, a 
inibição da expressão da survivina nas células K562, pelo lauril galato, pode explicar o 
aumento crescente da expressão de caspase-3 em 12 e 24 horas respectivamente. Ou seja, o 
efeito inibitório da survivina sobre a caspase-3 diminui à medida que esta proteína é inibida 
pela ação do lauril galato. 
Alterações no ciclo celular e nas proteínas regulatórias são freqüentemente associadas 
à indução de apoptose e têm, portanto, um papel fundamental para o conhecimento dos 
mecanismos envolvidos na tumorigênese e para o desenvolvimento de terapêuticas efetivas 
contra o câncer. Muitos dos efeitos apoptóticos de compostos fenólicos, em linhagens de 
células tumorais, têm sido atribuídos a uma desordem no ciclo celular195. Por exemplo, 
Calcabrini et al(2006) observaram que o efeito apoptótico do lauril galato, em células de 
câncer de mama humana (MCF7), ocorre por alterações no ciclo celular196. 
 Sendo assim, foi avaliada a possibilidade do efeito apoptótico do lauril galato, 
sobre células K562, estar relacionado à alterações na progressão do ciclo celular, já que o 
mesmo apresentou um efeito de inibição da expressão de survivina. 
  Os resultados mostraram claramente uma diminuição no número de células, nas fases 
S e G2M, após 12 e 24 horas de tratamento com lauril galato, 200 µM. Isto pode indicar que o 
mecanismo pelo qual o lauril galato inibe o crescimento das células leucêmicas não é somente 
por apoptose, mas também pela parada do ciclo celular. O possível mecanismo de seletividade 
terapêutica, ainda não elucidado, poderia ser devido à parada nas fases S e G2M, já que 
células tumorais apresentam alto índice proliferativo, em relação às células normais. 
Conforme dados anteriores, de que a survivina está expressa na fase G2M do ciclo celular de 
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modo ciclo-regulatório, e que o rompimento da interação survivina-microtúbulo, no início da 
mitose, causa aumento da atividade da caspase, estes dados vêm confirmar os achados 
anteriores deste estudo, em que o aumento da expressão de caspase-3 ocorre à medida que 
diminui a expressão de survivina pelo tratamento com lauril galato. 
Como foi citado anteriormente, várias proteínas estão envolvidas na regulação da 
apoptose, como p53, Bcl-2 e Bax197,198. O papel de proteção da proteína Bcl-2 na apoptose já 
está bem estabelecido152,157,198,199. Esta proteína pertencente ao grupo das IAPs, tem sido 
apontada por produzir efeito antiapoptótico, em diferentes sistemas197,200. Roy et al(2000) 
demonstraram que a Bcl-2 retarda a indução de apoptose pelo lauril galato nas células Wehi 
231157, e Calcabrini et al(2006) encontraram efeito semelhante em células de linhagem de 
câncer de mama humana MCF7196. Também, tem sido demonstrada forte ligação entre a 
prevenção do câncer por polifenóis e inibição da proteína antiapoptótica Bcl-2201. 
Sendo assim, foi investigado o envolvimento dessa proteína na proteção contra a 
apoptose induzida pelo lauril galato, nas células K562. Os resultados obtidos, no presente 
trabalho, demonstraram que as células K562 expressam a proteína antiapoptótoca Bcl-2, a 
qual foi inibida pelo lauril galato. Comparativamente a esses resultados, o efeito apoptótico do 
lauril galato sugere o envolvimento da proteína Bcl-2 na proteção das células K562 aos 
efeitos citotóxicos deste composto.  
 Os resultados até aqui apresentados sugerem que o aumento da expressão de caspase-
3, observado após o tratamento com lauril galato, pode estar associado tanto à diminuição da 
expressão de Bcl-2, bem como à inibição da expressão de survivina.  
Há evidências na literatura que a proteína Bcl-2 atua na mitocôndria e estabiliza o 
potencial transmembrana202,203, o qual funciona como um canal iônico modulador da atividade 
de caspases ou como inibidor da liberação de citocromo c97 e AIF66,204.  Entretanto, também 
tem sido demonstrada a liberação do citocromo c, independente da despolarização 
transmembrana da mitocôndria205,206. Susin et al(1999) demonstraram que o AIF causa 
fragmentação do DNA, condensação da cromatina e induz a liberação do citocromo c e 
caspase-9 da mitocôndria, independentemente da ativação de caspases, e que a superexpressão 
de Bcl-2 previne a liberação do AIF da mitocôndria, mas não bloqueia sua atividade 
apoptogênica66.  
Os resultados aqui obtidos demonstraram que o AIF não está expresso nas células 
K562 e que após o tratamento com lauril galato (200µM), passou a apresentar forte expressão. 
Isto indica que a liberação do AIF nesta célula parece estar diretamente relacionada com a 
ação da proteína antiapoptótica Bcl-2.  
 60 
A morbidade associada aos tratamentos quimioterápicos tem intensificado a 
investigação de novos agentes anticâncer, já que os utilizados atualmente, na prática clínica, 
apresentam uma alta toxicidade para células normais e, freqüentemente, levam ao 
desenvolvimento de resistência35. Assim, a observação de que linfócitos normais podem 
suportar altas concentrações de lauril galato melhor do que células de linhagem tumoral, por 
Serrano et al(1998)146, e que alquil ésteres do ácido gálico têm efeito citotóxico 
aproximadamente três vezes menor sobre fibroblastos humanos, por Fiuza et al(2004)175, 
podem indicar uma seletividade de ação para células de crescimento rápido e a possibilidade 
de seu estudo como um potente agente antitumoral. 
A compilação de evidências obtidas nesse estudo nos permite sugerir que um dos 
prováveis mecanismos de citotoxicidade para o lauril galato, em células leucêmicas K562, 
seja pela inibição da expressão de survivina, a qual, como citado anteriormente, inibe a 
apoptose por supressão das caspases efetoras206. Diante do estímulo apoptótico causado pelo 
lauril galato, há aumento da expressão de caspase-3, a qual é responsável pela conseqüente 
quebra do DNA e pelas alterações morfológicas encontradas nas fases finais de apoptose. A 
survivina atua na regulação da divisão celular e sua inibição conduz a um bloqueio do ciclo 
celular e inibição de proliferação celular. Além disso, a diminuição da expressão de Bcl-2, 
pelo lauril galato, parece interferir na liberação do AIF das mitocôndrias.  Embora estudos 
posteriores sejam necessários, o efeito inibitório do lauril galato sobre as proteínas inibidoras 
de apoptose survivina e Bcl-2, abre outras opções no desenvolvimento de novos fármacos, 
uma vez que a inibição destas proteínas vem sendo apontada como uma nova estratégia de 
tratamento antitumoral.186,207,208,209,210,211,212 
 O crescente conhecimento da relação entre apoptose e carcinogênese, além de ter 
levado à identificação de várias alterações gênicas; tem demonstrado que a relação entre 
carcinogênese e desequilíbrio de apoptose está tão intimamente ligada que qualquer estratégia 
terapêutica, especialmente o desencadeamento de apoptose, em células de câncer, poderia ter 
um potencial efeito terapêutico. Assim, a era dos marcadores terapêuticos tem 
progressivamente, emergido na oncologia, e estratégias de desencadeamento de apoptose 







6 CONCLUSÕES  
 
Os resultados do presente estudo permitem concluir que: 
 
1. O lauril galato – um alquil éster derivado do ácido gálico, induz apoptose em células 
de leucemia mielóide aguda humana K562. 
2. A apoptose induzida pelo lauril galato envolve aumento da expressão de caspase-3 nas 
células K562. 
3. A expressão de survivina nas células K562 é inibida pela ação do lauril galato,  a qual 
pode estar relacionada com a parada do ciclo celular na fase G2M.  
4. O lauril galato causa bloqueio do ciclo celular nas fases S e G2M. Isto permite concluir 
que o mecanismo pelo qual o lauril galato inibe o crescimento de células tumorais não 
é somente por apoptose, mas também pela parada do ciclo celular. 
5. A diminuição da expressão de Bcl-2 pelo lauril galato permite a liberação de AIF 
pelas mitocôndrias e favorece a indução de apoptose.  
6. O aumento na expressão de caspase-3 pelo lauril galato, pode estar associado tanto à 
diminuição da expressão de Bcl-2, assim como à inibição da expressão da proteína 
survivina.  
Com base nos resultados obtidos pode-se propor um esquema de ação do lauril galato 
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Esquema 5: Esquema proposto para ação do lauril galato sobre células K562. 
Painel A: Expressão das  proteína Bcl-2 (antiapoptótica), caspase-3, survivina, AIF e progressão do ciclo celular 
nas células K562 . Painel B: A ação do lauril galato sobre as células K562 causou diminuição da expressão de 
Bcl-2 e aumento da liberação de AIF, que, junto com a inibição da expressão de survivina  levou a um aumento 









 Esse conjunto de resultados sugere que o lauril galato induz apoptose por inibição das 
proteínas antiapoptóticas Bcl-2 e survivina, com conseqüente aumento da liberação de AIF e 
aumento da expressão de caspase-3. Além disso, é capaz de bloquear o ciclo celular nas fases 
S e G2M. O lauril galato, como uma nova estratégia terapêutica no desencadeamento da 
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